

















may be  attributed  to  the polyphenols present  in  the  seed  coat  and  endosperm. However,  their 
bioaccessibility is likely to be limited by interactions with bean matrix components, including starch, 
protein and  fibre. The aim of  this project was  to evaluate  the effect of domestic processing and 
enzymatic digestion on the bioaccessibility of polyphenols from Borlotti beans (Phaseolus vulgaris) 
and  to  test  their anti‐inflammatory properties  in a macrophage  cell model.  In vitro digestion of 
cooked  beans  released  twenty  times more  polyphenols  (40.4  ±  2.5 mg  gallic  acid  equivalents 
(GAE)/g) than domestic processing (2.22 ± 0.1 mg GAE/g), with starch digestion contributing to the 
highest  release  (30.9  ±  0.75 mg GAE/g). Fluorescence microscopy visualization of  isolated bean 
starch  suggests  that  polyphenols  are  embedded within  the  granule  structure.  LC‐MS  analysis 












lysine‐rich  proteins,  low  glycaemic  index  carbohydrates,  vitamins,  minerals,  fibre,  and 
phytochemicals  including polyphenols  [1]. Epidemiological  studies  suggest  that  a diet  including 
beans may be protective against cancer  [6,7], diabetes  [8,9] and cardiovascular diseases [10,11].  In 
vitro and in vivo studies have shown beneficial effects of bean polyphenols, such as anti‐carcinogenic, 
antioxidant and anti‐inflammatory properties [12–14]. 
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Domestic preparation  of plant  foods  typically  leads  to  a decrease  in  antioxidants  including 
polyphenols since these compounds are relatively unstable during thermal processing [15]. Beans are 
generally soaked and cooked to increase the palatability and to remove anti‐nutritional factors such 
as  lectins  and  protease  inhibitors  [16]. Domestic  preparation may  decrease  the  potential  health 
benefits of beans.   
P. vulgaris beans display large genetic and phenotypic diversity [2]. Different cultivars have been 
shown  to  contain  a  wide  array  of  polyphenols  including  hydroxycinnamic  acids,  flavonoids, 
condensed  tannins and anthocyanins  [17–21]. Polyphenols are not uniformly distributed  in plant 
tissue and may be present  in  free or polymerized  forms, as well as esterified or complexed with 




in  vitro  digestion  decreased  two‐  to  three‐fold  in  comparison  to  those  extracted with  acidified 
methanol [30]. Akillioglu and Karakaya (2010) found a similar decrease when digesting common and 
pinto beans using pepsin  and pancreatin,  followed by dialysis  [31]. Faller  et  al.  (2012)  found no 
differences between the polyphenols released by in vitro digestion and solvent extraction of feijoada 
(a dish containing black beans) [32]. In non‐legume foods, mixed findings have also been reported. 
Gil‐Izquierdo  et  al.  (2002)  reported  five‐fold  decreases  in  most  polyphenols  from  orange  and 
strawberry products  following digestion  [33]. Bouayed  et  al.  (2012)  found  that  intestinal  in  vitro 
digestion  of  apples  resulted  in  a  considerable  decrease  in  the  total  polyphenolic  content  after 
digestion  [34]. Wootton‐Beard  et  al.  (2011)  found  that  in  vitro digestion  enhanced  the  release  of 
polyphenols, antioxidant and scavenging capacities of a range of fruit and vegetable juices compared 
to undigested samples, with varying effects depending on the juice [35]. Mandalari et al. (2013) found 






polyphenols and  to determine  the contribution of protein and starch enzymatic digestion  to  their 
release from the bean matrix. In this paper, we define bioaccessibility as ‘the quantity of a specific 
compound that is released from the food matrix during digestion and is available to the intestinal 
cells  for potential absorption’  [38]. Furthermore,  the anti‐inflammatory activity of cooked Borlotti 
bean extract was assessed in cultured RAW 264.7 macrophages, a cellular model of inflammation. We 
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The  in vitro digestion method used in this study was optimized to achieve the highest starch 













and  aliquots of  the  supernatants were kept  at  ‐20  °C  for  further  analysis. For protein digestion, 




















size).  The  flow  rate  applied  for  the  analysis  was  1.3  mL/min.  Putative  identification  of  the 
polyphenols was done using  information available on  the phenol explorer database  [44] and  the 
information published by Lopez et al. (2013) [20]. 
2.6. Starch Isolation and Microscopy 






an Olympus BH2  fluorescence microscope  (Life  Solutions, Tokyo,  Japan). Pictures of native  and 
gelatinized (from cooked bean) starch were taken under white and UV light.   












described by Boesch‐Saadatmandi et al.  (2011)  [46]. Briefly, cells  in 24‐well plates were  incubated 
with bean extract (50–200 μg/mL) for 24 h, after which the medium was changed to DMEM containing 
60 μg/mL neutral  red. After 2 h, medium was removed and  the dye extracted  from cells using a 
mixture of ethanol, deionized water and glacial acid (50:49:1). The absorbance was read at 540 nm 






























from  ground  raw  beans with  acidified methanol  (2.3  ±  0.7 mg GAE/g  sample). Upon  cooking, 
polyphenols were released into the cooking water (2.2 ± 0.1 mg GAE/g sample) and the extraction of 
cooked beans with acidified methanol extracted a further 1.3 ± 0.3 mg GAE/g dry sample. Enzymatic 
digestion  released  20  times  more  polyphenol  (40.42  ±  2.49  mg  GAE/g  sample)  than  domestic 





1b. When  the cooked bean sample was subjected  to  the  in vitro digestion conditions, but without 
enzymes, 2.25 ± 0.16 TPC (mg GAE/g sample) were released, which is similar to the amount released 
during cooking. When starch and protein were digested separately,  the TPC content  increased  to 
30.78 ± 0.75 and 6.53 ± 0.46 (mg GAE/g sample), respectively. The effects of the various enzymes on 
polyphenol release appear to be additive, rather than synergistic.   





within  the granules. The  fluorescence  is not  lost upon washing with water or acetone,  indicating 





including  hydroxycinnamic  acids  (chlorogenic  acid),  flavonoids  (procyanidin  B  and  petunidin 
derivatives)  and  flavones  (apigenin derivatives)  (Table  2, Figure S3). A number of  the proposed 
polyphenol derivatives do not have readily available standards, and therefore the mass of the ions 
could not be used to confirm parent compounds. We found this to be a real challenge in the field, 














letters  indicate  statistically  different  values  among  samples  according  to  a  post‐hoc  comparison 
(Tukey’s test) at p ≤ 0.05. 
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Figure 2. Microscopic  images of native and gelatinized Borlotti bean  starch with  the same  frame, 












2  0.5  ‐648.99  apigenin‐7‐O‐(6′′‐malonyl‐apiosyl‐glycoside) 






























When  incubated with  concentrations up  to  200  μg/mL  of  cooked  bean  extract, macrophage 
viability was not affected (Figure 3a). The exposure of cells with cooked bean extract at concentrations 
of  50  and  100  μg/mL  decreased mRNA  levels  of  inflammatory marker  IL1β  by  25%  and  22% 
respectively,  in comparison  to  the LPS  control  (Figure 3c).  In addition,  iNOS mRNA  levels were 
(a) (b)
(c) (d)
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decreased by 40% at a concentration of 50 μg/mL, but not at higher concentrations (Figure 3d). No 
significant  change  in  IL6 mRNA  levels was observed  (Figure 3b). The  effect of bean  extract was 
significantly smaller than the effect of sulforaphane (5 μM) for all three target genes.   
 





















thermal processing  [15]. Satwadhar  et  al.  (1981)  studied  the  effect of  cooking on  the polyphenol 














In  the present study, cooking water presented higher TPC values  than  raw bean methanolic 
extract (Figure 1). A possible explanation for this behaviour is that thermal processing might have 
stimulated the release of bound polyphenols more efficiently  than acidified methanol. Chen et al. 
(2015)  found  that  thermal processing stimulated  the release of bound polyphenols  (flavonols and 
hydroxycinnamic  acids)  [48].  Similarly,  Ranilla  et  al.  (2009)  observed  that  thermal  treatment  of 
common beans (P. vulgaris) increased the amount of free phenolic acids and flavonols measured [46]. 
Cooking treatments soften the cell walls of vegetable food, enhancing the extraction of polyphenols 
[49]. Our  results  suggest  that  cooking  processing  releases  higher  amounts  of  polyphenols  than 
solvent  extraction.  In  the  present  study,  enzymatic  digestion  released  a  twenty‐fold  higher 
polyphenol  release  compared  to methanolic polyphenol  extraction. This  implies  that  the  solvent 
extraction  commonly used  to  extract polyphenols may underestimate  the polyphenol  content  of 
beans. 
The most significant finding of this work was that α‐amylase hydrolysis was responsible for the 
release of around 76% of  the polyphenols  liberated upon  in vitro digestion. This provides  strong 
evidence  that  polyphenols  interact with  starch  structures  in  nature,  and  therefore  starch  can  be 
considered as the main limiting factor for polyphenol bioaccessibility in Borlotti beans, which has not 




shown  to  have  a  C‐type  polymorphic  arrangement  within  starch  granules,  which  in  effect  is 
characterized by the presence of both A‐ and B‐type polymorphs within the same granule [47]. We 
postulate that polyphenols may have an effect on the polymorphic conformation of legume starch, 
potentially by  facilitating a B‐type  configuration where  the  space between  chains  is occupied by 
polyphenol  molecules.  Further  studies  are  required  to  understand  the  nature  of  polyphenol 




contribute  to  their  low  glycemic  potential  [52],  but  further  research  is  required  to  elucidate 
structure/function relationships.   
The mechanisms by which polyphenols interact with starch are not yet clear. Examples of non‐





[26]. Chai et al.  (2013) demonstrated  that self‐assembled complexes between  tea polyphenols and 




The digestion protocol used  in  this  study was optimized  to  achieve  the maximum possible 
digestion of  starch  (Figures S1  and S2). The pancreatic  α‐amylase  concentration  is  similar  to  the 
proposed  used  in  the  harmonized  INFOGEST  in  vitro  digestion method  [39,40],  however,  our 










released  from  the  food  matrix  during  digestion  and  becomes  available  for  small  intestinal 







Around  16%  of  the  TPC  released  upon  in  vitro  digestion were  liberated  after  the  protease 































Williamson  (2000)  the  maximum  concentrations  of  polyphenols  in  the  blood  stream  after  the 
consumption of polyphenol‐rich foods are about 0.1–1 mM [69]. The TPC values of cooked Borlotti 
bean extract were 1.27 mg GAE/g of sample. If this value is converted to mM (calculations considering 
mM of Gallic acid),  the values  tested  (50–200 mg of sample/mL) would range  from 0.37–1.5 mM, 
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making the concentrations tested biologically relevant. Overall, the evidence supports the hypothesis 
that  bean  polyphenols  have  anti‐inflammatory  activity  through  the  inhibition  of  NF–κB  and 




tissues  and  other  biological  pathways.  Beans  extracts  contain  a  mixture,  and  test  individual 
compounds. 
The  present  study  presents  interesting  data  regarding  possible  associations  between 
polyphenols and bean starch, which have not been reported previously. Also, cooked Borlotti bean 
extract exerted a moderate anti‐inflammatory effect  indicating  the possible health benefits of  this 
legume. However, we consider  that  this  study has a  few  limitations  that should be addressed  in 






are  also  naturally present  in  other  beans  and  other plant  foods.  Further  studies  are  required  to 
understand the mechanism of starch polyphenol interactions, how these are formed in planta and 
how they are disrupted during food processing. Furthermore, the physiological relevance of these 
interactions  is not yet  clear. Further  research,  in vitro and  in vivo,  is needed  to understand  these 
interactions and their potential impact on human metabolism and health, and the implications of the 
interactions on polyphenol bioactivity. Furthermore,  studies are needed  to better understand  the 
effect  of  individual  polyphenols  or  combinations,  as  well  as  polyphenol‐rich  diets,  on  anti‐
inflammatory pathways and disease prevention. 
Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/xxx/s1. Figure S1. Reducing 
sugars determined by  the  3,5‐dinitrosalicyclic  acid  (DNS)  assay  released upon Borlotti bean digestion with 
pancreatic α‐amylase (PA). (a) effect of different concentrations of PA at three concentrations of enzyme (10, 50 
and  100 U/mL)  at different  incubation  times  (2,  4,  6  and  16  h);  (b)  effect  of PA digestion with  or without 
subsequential digestion with 80 U/mL amyloglucosidase  (AMG) digestion at 2 h and 16 h. A greater starch 
hydrolysis was observed when cooked Borlotti bean was digested with PA for 16h and a subsequential digestion 
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